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La presente invention a pour objet un procede de 
preparation de systemes colloTdaux dispersibles de 
ip.des amphiphiles, sous forme de Ifposomes oligo- 
lamellaires submicroniques. 

On connaTt de nombreux documents decrivant la 
preparation et .'utilisation des liposomes, nofarn 
ment comma vehicules de substances biologique- « 
ment actrves telles que les medicaments, prolines 
enzymes, agents de diagnostic ou produits cosmeti- 
ques. Ains,, des substances hydrosolubles peuvent 
etre encapsulees dans les espaces aqueux du 

ncomorl' ° U H eS S " bstances «P°PMIes peuvent etre 15 
mcorporees dans la paroi lipidique. 

Un procede de preparation de systemes vesicu- 
lates ol.golamellaires a deja eta decrit par Bangham 
et cott (J. Mol. Biol. 13, 238-252; 1965). Selon ce 
ST^I f J 6S " PideS 6t ,6S substanc es lipophiles sont 20 
dissous dans un solvant organique et traites par une 
phase aqueuse sous forte agitation. Toutefois ce 
procede, comme la plupart des precedes connus qui 
en derivent, ne permet pas d'obtenir directement 
des liposomes de faille particulate inferieure au 25 
m /l r ?^ e L re ' ° e QUi P ermet ^it une bien plus grande 
statute des particules et de leurs dispersions 

L invention fournit un procede simple et applica- 
ble a grande echelle, de preparation de liposomes 
de tailie submicroscopique. 

L'invention conceme done un procede de prepa- 
ration de systemes colfoTdaux dispersibles de lipides 
to£ «Sl ' S0US f ° rme de { >P°s°™s oligolamel- 
laire subrmcron.ques , dont la paroi est constitute 
par lesdrts l.p.des et eventuellement d'une subs- 35 
tance A et dont le noyau est constitue par, de I'eau 

Sliii^t S ° IUti °u n aqueuse < e * contenant even 
tuellement une substance B, caracterise en ce que • 

(1) on prepare une phase iiquide constitute 
essentiellement par une solution des lipides 40 
amph.philes et eventuellement de la substance 
A dans un solvant ou dans un melange de 
solvants, et pouvant contenir la substance B en 
solution, 

(2) on prepare une seconde phase Iiquide 45 
constituee essentiellement par de I'eau ou une 
solution aqueuse de la substance B, 

(3) on ajoute, sous agitation moderee la 
premiere phase a la seconde phase, de maniere 
a obtenir, pratiquement instantanement une 50 
suspension colloTdale de liposomes, 

(4) si Ton desire, on elimine tout ou partie du 
solvant ou du melange de solvants et de I'eau 
de maniere a obtenir une suspension colloTdale 
de concentration voulue en liposomes ss 

* moH? St f " A ' de nature lip °P hi,e - est destinee 
a modifier les caracteristiques physiques (charge 

ZT^% T f^ ] ou chimique de la P aroi - E(,e W 

nh^ d h t C i olestero '- de ^ stearylamine. de I'acide 
phosphat.d,que, de I'alpha-tocopherol, un tensioac- 60 
tit non lonique, etc... 

La substance B est une substance biologique 
ment active, notamment un principe actif mldica. 


™ f x h . ° u . un Precurseur medicamenteux un 
reactf b.ologique ou un produit cosmetique' La 
substance B est introduite dans la phase (1) si'eHe 
hydroS" 6 " ^ * » - * S 

Les lipides amphiphiles peuvent etre des glycoli- 
nlfrf^h ? P hos P ho -™°'ipides, et notamment les 
de soja etc f' *** l<§CithineS (d " oeuf ' 

I'P^fnT? 6St de P r6ference ^ alcool miscible a 
I eau en toutes proportions, notamment I'ethanol 

La concentration des lipides dans le solvant peut 
etre de 0,1 a 1 0 o/o en poids, de preference 1 a 50/0 en 

« est avantageux que le volume de solvant utilise 
pour la phase (1) soit compris entre 5 et 1000/o P ar 

ST2S 50 ?' dU V ° ,Ume d ' eau de la PhK 

2) afin d obtenir des liposomes de petite tailie 
(notamment de 100 a 300 nm) 

On entend par "agitation moderee" une agitation 
telle que I'agitation magnetique, de 10 a 500 rpm par 
exemple environ 100 rpm. 

Ainsi ('invention permet d'obtenir des medica- 
ments notamment sous forme injectable, et des 
produits cosmetiques qui sont tres stables 

Les exemples suivants illustrent l'invention. 

Exemple 1 : Preparation de liposomes. 


Phase organique 1 

lecithine de soja (Epikuron 170) 2 0 q 
ethanol absolu 50,0 g 

Phase aqueuse 2 
Eau 100,0 g 

La phase 1 est ajoutee sous agitation magnetique 
a la phase 2. Le milieu devient immediatement 
opalescent par formation de liposomes. La tailie 
moyenne des liposomes, mesuree immediatement 
apres preparation, dans un diffractometre a rayon 
laser (Nanosizer " de Coultronics). est de 180 nm 
avec un mdice moyen de dispersion de 0 5 

L alcool est elimine sous pression redu'ite et la 
suspension de liposome est filtree sur un verre fritte 
(pores 9-15 nm). 

La tailie des liposomes, a nouveau mesuree dans 
ie filtrat demeure inchangee. 

L'examen en microscopie a transmission montre 
des liposomes oligolamellaires de tailie homogene. 

Exemple 2 : Preparation de liposomes contenant du 
cholesterol (variante de I'exemple 1). 

On procede comme dans I'exemple 1, mais en 
ajoutant 0,30 g de cholesterol a la phase alcoolique 
Les iposomes obtenus presentant les memes 
caractenstiques que dans I'exemple 1. 

Exemple 3 : Variante de I'exemple 1 

On procede comme dans Cexemple 1. mais en 
remplacant la lecithine de soja par de la lecithine 
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d'oeuf. Les liposomes obtenus presentent les 
memes caracteristiques que dans I'exemple 1. 

Exemple 4 : Variante de I'exemple 2. 

On procede comme dans I'exemple 2, mais en 
remplacant la lecithine de soja par de la lecithine 
d'oeuf. Les liposomes obtenus presentent les 
memes caracteristiques que dans I'exemple 1. 

Exemple 5 : Preparation de liposomes contenant un 
principe actif hydrophile. 

On procede comme dans I'exemple 2, mais en 
ajoutant 0,20 g d'ampicilline (sel de sodium) dans la 
phase aqueuse. 

Le taux d'incorporation de I'ampicilline dans les 
liposomes, mesuree apres separation des lipo- 
somes de la phase aqueuse par chromatographie 
sur gel Sephadex, est de 10%. 

Exemple 6 : Preparation de liposomes contenant un 
principe actif lipophile. 

On procede comme dans I'exemple 1, mais en 
ajoutant 66,7 mg de muramyt-tripeptide-cholesterol 
a la phase organique. Le taux d'incorporation du 
principe actif est de 100%. 


a 3 caracterise en ce que I'alcool est I'ethanol. 

5 Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 
concentration des lipides dans le solvant est de 
0,1 a10°/oenpoids. 

6. Procede selon la revendication 5, caracte- 
rise en ce que !a concentration des lipides dans 
le solvant est de 1 a 5 % en poids. 

7. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que le 
volume de solvant de la phase (1) est compns 
entre 5 et 100 °/o du volume aqueux de la phase 
(2). 

8. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
substance A est le cholesterol. 

9. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
substance B est un medicament hydrosoiuble. 

10. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce que les 
liposomes ont une taille d'environ 100 a 300 nm. 


Revendications 

1. Procede de preparation de systemes 
colloTdaux dispersibles de lipides amphiphiles, 
sous forme de liposomes oligolamellaires sub- 
microniques, dont la paroi est constituee par 
lesdits lipides et eventuellement d'une subs- 
tance A et dont le noyau est constitue par de 
I'eau ou d'une solution aqueuse , et contenant 
eventuellement une substance B, caracterise 
en ce que : 

(1) on prepare une phase hquide consti- 
tuee essentiellement par une solution 
desdits lipides et eventuellement de la 
substance A dans un solvant ou dans un 
melange de solvants, et pouvant contenir 
la substance B en solution, 

(2) on prepare une seconde phase 
liquide constituee essentiellement par de 
I'eau ou une solution aqueuse de la 
substance B, 

(3) on ajoute, sous agitation moderee, la 
premiere phase a la seconde phase, de 
maniere a obtenir, pratiquement instanta- 
nement, une suspension colloTdale de 
liposomes, 

(4) si I'on desire, on elimine tout ou 
partie du solvant ou du melange de 
solvants et de I'eau, de maniere a obtenir 
une suspension colloTdale de concentra- 
tion voulue en liposomes. 

2 Procede selon la revendication 1 , caracte- 
rise en ce que les lipides amphiphiles sont des 
phospholipides. 

2. Procede selon la revendication 1 ou 
caracterise en ce que ledit solvant est un alcool 
miscible a I'eau en toutes proportions. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 


3 


BNSOCCIO <EP 0349429A2_I_> 


HIS PAGE BLANK 


Europaisches Patentamt 
® /Ml) Eur °P ean Patent 0ff ' Ce ® Numerode publication: ^2 

Office europeen des brevets 


DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 


© Numerode depot: 89401857.1 © Int. CI* A 61 K 9/127 

@ Date de depot: 28.06.89 


@ Priorite: 30.06.88 FR 8808874 

© Date de publication de la demande: 
03.01.90 Bulletin 90/01 

(S) Etats contractants designes: 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL SE 

© Demandeur: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
SCIENTIFIQUE (CNRS) 
15, Quai Anatole France 
F-7S007 Paris (FR) 


(g) Inventeur: Stainmesse, Serge 

8 rue Spinoza 

F-94600 Choisy Le Roi (FR) 

Fessi, Hatem 

9 rue Friant 
F-75007 Paris (FR) 

Devissaguet, Jean-Philippe 

14 Bd. d'lnkermann 

F-92200 Neuilly sur Seine (FR) 

Puisieux, Francis 
66 rue de Strasbourg 
F-94700 Maisons-Alfort (FR) 

@ Mandataire: Varady, Peter et al 

Cabinet Lavoix 2, Place d'Estienne d'Orves 
F-75441 Paris Cedex 09 (FR) 


CD 
CO 


© Precede de preparation de systemes col.oidaux dispers.bles de iipides amphiphi.es sous forme de .iposomes 
submicroniques. 

(sft Procede de preparation de systemes colloidaux dispersi- 
bfes de lipides amphiphiles. sous forme de liposomes ohgola- 
mellaires submicroniques, dont la paroi est constituee par les 
lipides et eventuellement d'une substance A et dont le noyau 
est constitue par de Teau ou d'une solution aqueuse . et 
contenant eventuellement une substance B, caracterise en ce 
que • (1) on prepare une phase liquide constituee essentiefle- 
ment par une solution des" fipides et eventuellement de la 

substance A dans un solvant ou dans un melange de soivants, 

et pouvant contenir la substance B en solution, (2) on prepare 

une saconde phase liquide constituee essentiellement par de 

I'eau ou une solution aqueuse de la substance B, (3) on ajoute, 

sous agitation moderee, la premiere phase a la seconde phase, 

de maniere a obtenir, une suspension colloidale de liposomes, 

(4) si Von desire, on elimine tout ou partie du solvant ou du 

melange de solvants et de I'eau, de maniere a obtenir une 

suspension colloidale de concentration voulue en liposomes. 
Applications : medicaments, produits cosmetiques. 
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